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พื้นที่ป่าพรุควนเคร็ง จ านวน 4 ชนิด คือ เสม็ด เสม็ดขาว หว้า และโทะ   ผลการศึกษาพบว่าสามารถแยกราเอนโดไฟท์
ได้จากพืชทกุชนิดและแยกได้ทั้งหมด 124 ไอโซเลต เมื่อน าน้ าเลี้ยงเช้ือราเอนโดไฟท์อายุ  3  สัปดาห์ ไปทดสอบฤทธิ์
เบื้องต้นในการต้านจุลินทรีย์ก่อโรค โดยวิธี  agar  well  diffusion  พบว่ามีราเอนโดไฟท์ 46 ไอโซเลต (37.1%)  ที่
สามารถสร้างสารต้านจุลินทรีย์ก่อโรคได้อย่างน้อย 1 ชนดิ  เมื่อท าการสกัดสารจากน้ าเลี้ยงเช้ือและเส้นใยของราเอนโด
ไฟท์ที่มีฤทธิ์จากการทดสอบเบื้องต้นด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ และน าไปทดสอบหาค่า MIC ด้วยวิธี microdilution 
broth พบว่า สารสกัดจากราเอนโดไฟท์ 156  สาร  จากจ านวนทั้งหมด 174 สาร (89.6%) ให้ค่า MIC ≤ 200 
μg/mL โดยให้ค่า MIC ต่ าสุดในการยับยั้งเช้ือ S. aureus ATCC25923, MRSA SK1, P. aeruginosa ATCC27853, 
C. albican ATCC90028,C. neoformmans ATCC90112  และ  M. gypseum เท่ากับ 128, 200, 200, 64, 200, 
16 และ 200 µg/mL  ตามล าดับ  
 
Abstract 
The purpose of this research was to study antimicrobial  activity  of  endophytic  fungi  
isolated  from  Myrtaceae ( Melaleuca cajeputi, Malaleuca leucadendra, Syzygium cumini L. and 
Rhodomyrtus tomentasa (Ait.) Hassk.) at  Kuankreng  Peatlands. A total of 124 isolates of 
endophytic fungi were obtained from all plant types. Three week old fermentation broths of 
endophytic fungi were tested for antimicrobial activity against pathogenic microorganisms using the 
agar well diffusion method.  Forty- six isolates (37.1%) inhibited at least 1 type of pathogen. 
Fermentation broth and cells of active endophytes were further extracted with organic solvents 
and tested for MIC using the microdilution broth method. The results show that 156 of the total of 
174 crude extracts (89.6%)  produced MIC ≤ 200 μg/mL. The lowest MIC for S. aureus ATCC25923, 
MRSA SK1, P. aeruginosa ATCC27853,   C. albicans ATCC90028,C. neoformans ATCC90012 and  M. 
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1. บทน า 
ปัจจุบันโรคติดเชื้อยังคงเป็นปัญหาส าคัญทั่วโลกและมีแนวโน้มเพิ่มมากข้ึน โดยเฉพาะโรคที่เกิดจากการดื้อยา
ปฏิชีวนะของเชื้อจุลินทรีย์ต่างๆ ท่ีก่อปัญหาในการรักษาอย่างมาก  ดังนั้นการหายาปฏิชีวนะชนิดใหม่ ๆ มาใช้แทนยา
เดิมที่ใช้ในการรักษาแล้วไม่ได้ผล จึงเป็นสิ่งจ าเป็นที่ควรกระท าอย่างเร่งด่วน แหล่งของสารต้านจุลินทรีย์แหล่งหนึ่งที่มี
ความส าคัญ คือราเอนโดไฟท์  (endophytic fungi)  โดยราเอนโดไฟท์ เป็นราที่อาศัยอยู่ในเนื้อเยื่อของพืชโดยไม่
ก่อให้เกิดโรคใดๆ กับพืชอาศัยหรือก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาที่ผิดปกติแก่พืชชนิดนั้นๆ (วรรณฤดี, 2552) 
จากการศึกษาฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ของราเอนโดไฟท์ พบว่ามีราเอนโดไฟท์บางชนิดที่สร้างสารที่น่าสนใจและสามารถ
น ามาพัฒนาเพื่อใช้เป็นยาชนิดใหม่ๆ ได้   
ป่าพรุควนเคร็งเป็นป่าพรุขนาดใหญ่แห่งหนึ่งของภาคใต้ รองจาก  พรุโต๊ะแดง มีพื้นที่รวมทั้งหมดประมาณ  
223,320 ไร่ ครอบคลุมพื้นที่เขตรอยต่อของ 3 จังหวัด คือ จังหวัดนครศรีธรรมราช พัทลุง และสงขลา (ปิติวงษ์ และ
คณะ, 2547) โดยมี ต.เคร็ง  จ.นครศรีธรรมราช  เป็นจุดศูนย์กลางของป่าพรุ บริเวณดังกล่าวเคยเป็นป่าดิบช้ืนที่อุดม
สมบูรณ์มาก่อน  (สมบูรณ์  และคณะ, 2545) แต่ในปัจจุบันพบว่า ดินและน้ ามีสภาพเป็นกรดสืบเนื่องมาจากไฟไหม้ป่า
และเกิดการท่วมขังของน้ า ป่าพรุควนเคร็งจึงกลายเป็นป่าพรุที่เสือ่มโทรม  และเนื่องจากจุลินทรีย์สามารถผลิตสารต้าน
จุลินทรีย์ชนิดอื่นได้ดีเมื่ออยู่ในสภาวะแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสม ดังนั้นการศึกษาราเอนโดไฟท์จากพืชที่เจริญในสภาวะดิน
และน้ าเป็นกรดสูง เช่น  ในพ้ืนท่ีป่าพรุควนเคร็ง จึงน่าจะมีโอกาสพบราเอนโดไฟท์ที่ผลิตสารต้านจุลินทรีย์ชนิดใหม่ได้
เป็นอย่างดี ในการศึกษาครั้งน้ีผู้วิจัยมุ่งศึกษาฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ของราเอนโดไฟท์ที่แยกจากพืชหลักสกุลไมร์ทาซีอี้ ที่พบ
มากในพื้นที่ป่าพรุควนเคร็ง 4 ชนิด คือ เสม็ด เสม็ดขาว หว้า และโทะ  ตลอดจนการจ าแนกประเภทของราเอนโดไฟท์
ที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพ  ด้วยวิธีทางสัณฐานวิทยาซึ่งสามารถน าข้อมูลและเช้ือราเอนโดไฟท์ไปใช้ประโยชน์ทางการแพทย์   




ท าการเก็บตัวอย่างพืชสกุลไมร์ทาซีอ้ี 4 ชนิด คือ เสม็ด เสม็ดขาว หว้า และโทะ ที่ขึ้นในพื้นที่ป่าพรุควนเคร็ง 
ต าบลเคร็ง อ าเภอชะอวด จังหวัดนครศรีธรรมราช โดยเก็บตัวอย่างใบพืชที่มีลักษณะสมบูรณ์ ไม่มีลักษณะอาการของ
โรคน าตัวอย่างพืชมาล้างด้วย detergent (Clorox) ผึ่งให้แห้งภายใต้ตู้ปลอดเช้ือ (laminar air flow)  เมื่อตัวอย่างพืช
แห้งแล้ว ใช้ใบมีดผ่าตัดจุ่มแอลกอฮอล์ น าไปผ่านไฟแล้วตัดตัวอย่างพืชออกเป็นช้ินเล็กๆ 
2.2 การแยกราเอนโดไฟท ์
น าตัวอย่างพืชที่ตัดเป็นช้ินเล็กๆ มาก าจัดเช้ือบริเวณผิวโดยแช่ใน 95% ethanol นาน 30 วินาที หลังจากน้ัน
น าไปแช่ใน 5% sodium hypochlorite นาน 5 นาที แล้วน าไปแช่ใน 95% ethanol  อีกครั้ง นาน 30 วินาที น า
ตัวอย่างมาล้างด้วยน้ ากลั่นที่ฆ่าเช้ือแล้ว นาน 3-5 วินาที แล้วจึงน าตัวอย่างพืชไปวางบนอาหาร PDA ที่เติมยา 
tetracycline และ ampicillin ความเข้มข้น 50 mg/L น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 วัน 
สังเกตผลทุกวัน เมื่อพบว่ามีการเจริญของ เช้ือรางอกออกมาจากช้ินส่วนตัวอย่างพืช ท าการตัดส่วน hyphal tip ของ
เชื้อราแล้วน าไปเพาะเลี้ยงบนอาหาร PDA ที่ไม่เติม ยาปฏิชีวนะ โดยท าการเก็บตัวอย่างเช้ือราเป็นเวลา 7 วัน นับจากวัน
แรกที่พบการงอกของเช้ือราจากช้ินส่วนตัวอย่าง เมื่อแยกเช้ือรา ได้บริสุทธ์ิแล้ว ท าการเก็บเช้ือราบนอาหารวุ้นเอียง PDA 
เพื่อน าไปทดสอบต่อไป 
2.3 การเพาะเลี้ยงเชื้อราเอนโดไฟท์ในอาหารเหลว 
น าราเอนโดไฟท์ที่แยกได้จากข้อ 2 ซึ่งมีลักษณะโคโลนีที่แตกต่างกันมาเพาะเลี้ยงในอาหาร PDA ที่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส นาน  3-4 วัน หรือจนกว่าจะพบว่ามีการเจริญของโคโลนีของเช้ือรา ใช้ใบมีดผ่าตัดจุ่ม  95% 
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ตารางเซนติเมตร จ านวน 5 ช้ิน แล้วท าการถ่ายเช้ือลงในอาหารเหลว PDB ปริมาตร 300 mL ที่บรรจุในฟลาส์กขนาด 
500 mL น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 สัปดาห์ เมื่อครบก าหนด  ท าการเก็บตัวอย่างน้ าเลี้ยงเช้ือราเอนโดไฟท์เพื่อ
น าไปทดสอบฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์เบื้องต้น จากนั้นน าเส้นใยและน้ าเลี้ยงเช้ือที่ได้ไปสกัดด้วยตัวท าละลายอินทรีย์ คือ เฮ
กซีน (hexene) และ เอทธิลอะซีเตท (ethyl acetate) เพื่อหาสารต้านจุลินทรีย์ที่เช้ือราเอนโดไฟท์ชนิดนั้นๆ สร้างขึ้น 
2.4 ทดสอบฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ 
  ท าการทดสอบฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ก่อโรคสายพันธุ์มาตรฐานจ านวน 6 ชนิด คือ Staphylococus aureus 
ATCC29523, methicillin–resistant Staphylococus aureus SK1 (MRSA), Pseudomonas aeruginosa 
ATCC27853, Escherichiacoli ATCC25922, Candida albicans ATCC90028  และ Crytococcus  neoformans 
ATCC90012  และเช้ือจุลินทรีย์ที่แยกจากผู้ป่วย 1 ชนิด คือ Microsporum gypseum โดยท าการเตรียมการและ
ด าเนินการทดสอบดังนี้ 
2.4.1 การเตรียมเชื้อจุลินทรีย์มาตรฐาน 
เตรียมเช้ือจุลินทรีย์มาตรฐานโดยการ streak เช้ือแบคทีเรีย S. aureus ATCC29523, MRSA SK1, E. coli 
ATCC25922 และ P. auruginosa ATCC27853 บนอาหารเลี้ยงเช้ือ NA และเช้ือยีสต์ C. albicans ATCC90028 บน
อาหารเลี้ยงเช้ือ SDA และบ่มที่อุณหภูมิ 35 ºC เป็นเวลา 18-24 ช่ัวโมง ส่วนเช้ือ C. neoformans ATCC90012 จะ 
streak บนอาหารเลี้ยงเช้ือ SDA เช่นเดียวกับ C. albicans แต่จะบ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 48 ช่ัวโมง หลังจากครบเวลา
ที่ก าหนดเขี่ยเช้ือ 3-5 single colonies ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ Nutrient broth (NB) ส าหรับแบคทีเรีย และ อาหาร
เลี้ยงเช้ือ RPMI-1640 ส าหรับเช้ือยีสต์ เขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 35 ºC เป็นเวลา                
3-5 ช่ัวโมง หลังจากนั้นน ามาปรับให้ได้ความขุ่น 0.5 และ 2.0 Mcfarland standard ส าหรับแบคทีเรียและยีสต์
ตามล าดับด้วย normal saline solution (NSS) 
ส าหรับเช้ือรา M. gypseum จะเตรียมโดยการเลี้ยงเช้ือบนอาหารเลี้ยงเช้ือ SDA แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 25 ºC 
เป็นเวลา 2-3 สัปดาห์ หรือจนกระทั่งเช้ือสร้างสปอร์ ท าการเก็บสปอร์โดยการใช้ลูกแก้วที่ปราศจากเช้ือกลิ้งบนผิว
โคโลนีเช้ือราเพื่อให้สปอร์หลุดออกจากเส้นใย เติม NSS แล้วปรับความขุ่นของ spore suspension ให้ได้ความเข้มข้น 
4x103 – 5x104 spore/mL โดยใช้ hemacytometer 
2.4.2 การทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียเบื้องต้นของสารสกัดหยาบที่ระดับความเข้มข้น 200 µg/mL 
(ดัดแปลงจาก CLSI M7-A4, 2000) 
น าสารสกัดหยาบจากเช้ือราเอนโดไฟท์มาละลายด้วย Dimethyl sulfoxide (DMSO) ให้ได้ความเข้มข้น 100 
mg/mL เก็บไว้เป็น stock solution ที่อุณหภูมิ -20 ºC เมื่อจะใช้ท าการทดสอบ น าสารละลายที่ระดับความเข้มข้น
ดังกล่าว มาละลายต่อด้วย DMSO ในอัตราส่วน 1:10 และละลายต่ออีกครั้งด้วยอาหารเลี้ยงเช้ือ Mueller-Hinton 
broth (MHB) ในอัตราส่วน 1:25 ซึ่งจะท าให้ได้ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบเท่ากับ 400 µg/mL ดูดสารสกัดหยาบ 
50 µl ใส่ในแต่ละหลุมของ sterile 96-well microtiter plate ความเข้มข้นละ 2 หลุม จากนั้นน าเช้ือแบคทีเรีย
มาตรฐาน (0.5 MF) มาเจือจางด้วย NSS ในอัตราส่วน 1:200 ซึ่งจะท าให้ได้ความเข้มข้นของแบคทีเรียมาตรฐาน
ประมาณ 5x105 CFU/mL ดูดสารละลายแบคทีเรียมาตรฐาน 50 µL ใส่ในแต่ละหลุม ซึ่งจะท าให้ได้ความเข้มข้น
สุดท้ายของสารสกัดในแต่ละหลุมมีค่าเท่ากับ 200 µg/mL บ่ม plate ที่อุณหภูมิ 35 ºC เป็นเวลา 15 ช่ัวโมง จากนั้น 
จึงเติม 10 µL ของ 0.18% resazurin indicator ลงไปในแต่ละหลุม บ่มต่อที่อุณหภูมิ 35 ºC เป็นเวลา 2-3 ช่ัวโมง 
เพื่อให้เกิดปฏิกิริยาอย่างสมบูรณ์ อ่านผลการทดสอบเมื่อครบเวลาที่ก าหนด 
ใช้ยา vancomycin และ gentamicin ที่ระดับความเข้มข้นสุดท้าย 4 µg/mL เป็นชุดควบคุมที่ให้ผลบวก
และใช้ในการเปรียบเทียบกับฤทธ์ิของสารสกัดส าหรับแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ ตามล าดับ 
2.4.3 การทดสอบฤทธิ์ต้านยีสต์เบื้องต้นของสารสกัดหยาบที่ระดับความเข้มข้น 200 µg/mL (ดัดแปลง
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 ทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบต่อเช้ือยีสต์ เช่นเดียวกับแบคทีเรีย เพียงแต่ใช้อาหารเลี้ยงเช้ือ RPMI-1640 
และบ่ม microtiter plate ที่อุณหภูมิ 35 ºC เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ส าหรับเช้ือ C. albicans และ 48 ช่ัวโมงที่
อุณหภูมิห้อง ส าหรับเช้ือ C. neoformans เมื่อครบเวลาที่ก าหนดจึงเติม 10 µL ของ 0.18% resazurin indicator 
ลงไปในแต่ละหลุม และท าการอ่านผลการทดสอบหลังจากท่ีบ่ม plate ไว้ท่ีอุณหภูมิ 35 ºC เป็นเวลา 5 ช่ัวโมง  
 ใช้ยา amphotericin B  ที่ระดับความเข้มข้นสุดท้าย 4 µg/mL เป็นชุดควบคุมที่ให้ผลบวกในการยับยั้งยีสต์
และใช้ในการเปรียบเทียบกับฤทธ์ิของสารสกัด 
2.4.4 การทดสอบฤทธิ์ต้านราเบื้องต้นของสารสกัดหยาบที่ระดับความเข้มข้น 200 µg/mL (ดัดแปลจาก 
CLSI MA27-A2, 2002a) 
ทดสอบฤทธิ์ของสารสกดัหยาบต่อเชื้อรา เช่นเดียวกับแบคทีเรีย เพียงแต่ใช้อาหารเลี้ยงเช้ือ RPMI-1640 และ
บ่ม microtiter plate ที่อุณหภูม ิ25 ºC เป็นเวลา 6 วัน เมื่อครบเวลาที่ก าหนดจึงเติม 10 µL ของ 0.18% resazurin 
indicator ลงไปในแต่ละหลมุ และท าการอ่านผลการทดสอบหลังจากท่ีบ่ม plate ไว้ 1 วัน ที่อุณหภมูิ 25 ºC   
 ใช้ยา miconazole  ที่ระดับความเข้มข้นสุดท้าย 4 µg/mL เป็นชุดควบคุมที่ให้ผลบวกในการยับยั้งราและใช้
ในการเปรียบเทียบกับฤทธ์ิของสารสกัด 
 ในการอ่านผลการทดสอบ อาศัยการเปลี่ยนสีของ  resazurin  ตามวิธีของ Drummond and Waigh 
(2000) ถ้าสารสกัดสามารถยับยั้งการเติบโตของเช้ือได้ (ผลบวก) resazurin จะมีสีน้ าเงินหรือสีม่วงเหมือนเดิม แต่ถ้า
สารสกัดไม่สามารถยับยั้งเชื้อได้ (ผลลบ) เชื้อจะสามารถเติบโตและเปลี่ยนสี resazurin ให้เป็นสีชมพู   
น าสารสกัดซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรีย์ที่ระดับความเข้มข้น 200 µg/mL ไปทดสอบหาค่า  minimal  
inhibitory concentration (MIC) และ minimal  bactericidal  concentration  (MBC)  หรือ  minimal  
fungicidal  concentration (MFC)  
2.4.5 การหาค่า  MIC, MBC และ  MFC ของสารสกัดหยาบจากราเอนโดไฟท์ 
การหาค่า MIC ของสารสกัดหยาบใช้วิธี broth microdilution ที่ดัดแปลงจาก CLSI M7 - A4 (CLSI, 
2000) ส าหรับเชื้อแบคทีเรีย ดัดแปลงจาก CLSI MA27 – A2 (CLSI, 2002a) ส าหรับเชื้อยีสต์ และดัดแปลงจาก  CLSI 
MA34 – A (CLSI, 2002b) ส าหรับเชื้อรา โดยท าการเจือจางสารสกัดหยาบด้วยวิธี serial dilution โดยเริ่มต้นที่ความ
เข้มข้น 128 µg/mL และเจือจางให้ได้ความเข้มข้น  64, 32, 8, 4, 2, 1, 0.5 และ 0.25 µg/mL ตามล าดับ 
หลังจากบ่มที่อุณหภูมิ 35 ºC เป็นเวลา 3-5 ช่ัวโมง ค่าความเข้มข้นต่ าสดุที่ยับยั้งเช้ือไดซ้ึ่งจะแสดงผลเป็น    
สีน้ าเงินหรือสีม่วง คือค่า MIC   
ส าหรับสารสกัดที่ไม่มีฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค ในระดับความเข้มข้นที่ต่ ากว่า 128 µg/mL          
จะรายงานว่ามีค่า MIC เท่ากับ 200 µg/mL  
การหาค่าความเข้มข้นต่ าสุดที่สามารถฆ่าเช้ือแบคทีเรียหรือรา (MBC หรือ MFC) ของสารสกัดหยาบจะท า
โดยน าสารละลายจากหลุม microtitier plate ที่มีค่าความเข้มข้นมากกว่าหรือเท่ากับค่า MIC ไป streak บนอาหาร
เลี้ยงเช้ือ NA  ส าหรับเช้ือแบคทีเรีย และบนอาหารเลี้ยงเช้ือ SDA ส าหรับเช้ือยีสต์และรา  น าไปบ่มภายใต้สภาวะที่
เหมาะสม  ความเข้มข้นต่ าสุดที่ไม่มีเช้ือแบคทีเรียเจริญบนอาหาร  คือค่า MBC และความเข้มข้นต่ าสุดที่ไม่มีเช้ือยีสต์
หรือราเจริญบนอาหาร  คือค่า MFC 
2.5 การจ าแนกชนิดของเชื้อราเอนโดไฟท์ท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพโดยวิธีทางสัณฐานวิทยา  
 เลือกศึกษาราเอนโดไฟท์ที่มีฤทธิ์ในการสร้างสารต้านจุลินทรีย์ โดยการน าเช้ือราเอนโดไฟท์ที่มีฤทธิ์ทาง
ชีวภาพไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ PDA น าไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง  (28-30ºC) เมื่อราเจริญและมีลักษณะโคโลนีที่เด่นชัด  
น ามาบันทึกภาพ บันทึกลักษณะ วัดขนาดการเจริญ และท า slide culture เพื่อดูลักษณะทางสัณฐานวิทยา โครงสร้าง
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Compendium of Soil Fungi Volume I (Domsch et al., 1993) และ Illustrated Genera of Imperfect Fungi 
(Barnett and Hunter, 1998) 
 
3. ผลการทดลองและวิจารณ์ผล 
      3.1 การแยกราเอนโดไฟท์จากพืชสกุลไมร์ทาซีอี้ 
ในการแยกราเอนโดไฟท์จากตัวอย่างพืชสกุลไมร์ทาซีอ้ี 4 ชนิด คือ เสม็ด เสม็ดขาว หว้า และโทะ ที่ขึ้นในป่า
พรุควนเคร็ง ในต าบลเคร็ง จังหวัดนครศรีธรรมราช พบว่า สามารถแยกราเอนโดไฟท์ได้ 124 ไอโซเลต เป็นเช้ือที่แยก
ได้จากเสม็ดขาวมากที่สุดจ านวน 50 ไอโซเลต (40.3%) รองลงมาคือ หว้า และโทะ จ านวน 48 (38.7%), และ 16 (12.9%)  
ไอโซเลต ตามล าดับ และแยกจากเสม็ด ได้น้อย  โดยแยกได้ 10 (8.1%) ไอโซเลต ตามล าดับ  (ตารางที่ 1)  
เมื่อพิจารณาถึงช้ินส่วนพืชที่น ามาแยกราเอนโดไฟท์ พบว่าเช้ือราเอนโดไฟท์ที่แยกได้ เป็นเช้ือราที่ได้มาจาก
ส่วนของแผ่นใบมากท่ีสุด จ านวน 46 ไอโซเลต (37.1%) รองลงมาคือ จากส่วนของกิ่ง ก้านใบ  เส้นกลางใบ และเส้นใบ 
ตามล าดับ ซึ่งมีจ านวนเช้ือราเอนโดไฟท์ที่แยกได้ จ านวน 34 (27.4%),  24 (19.4%), 12 (9.7%) และ  8 (6.5%)    
ไอโซเลต ตามล าดับ (ตารางท่ี 1) 
 
ตารางที่ 1 จ านวนเช้ือราเอนโดไฟท์ที่แยกได้ 
ชนิดพืช 
จ านวนไอโซเลตเชื้อราเอนโดไฟท์ที่แยกได้  
กิ่ง ก้านใบ เส้นใบ แผ่นใบ เส้นกลางใบ รวม 
เสม็ด 4 2 1 3 - 10 
เสม็ดขาว 15 8 1 19 7 50 
หว้า 11 10 4 18 5 48 
โทะ 4 4 2 6 - 16 
รวม 34 24 8 46 12 124 
 
อัตราการแยกราเอนโดไฟท์ที่แตกต่างกันในเนื้อเยื่อและชนิดของพืชที่ต่างกัน อาจเนื่องมาจากมีเช้ือราเอน
โดไฟท์บางชนิด ที่มีความจ าเพาะกับเนื้อเยื่อ (Sieber et al., 1991; Brown et al., 1998; Fisher et al., 1994; 
Fisher et al., 1995; Barengo et al., 2000; Photita et al., 2000d and de Siqueira et al, 2011) หรือจ าเพาะ
กับชนิดของพืชอาศัย (Guo et al., 1998 and Gennaro et al., 2003; Arnold and Lutzoni, 2007) หากเนื้อเยื่อ
ใดหรือพืชชนิดใดมีอาหารและมีสรูปที่เหมาะสมกับชนิดของราเอนโดไฟท์มากกว่า หรือมีกลไกการป้องกันการเข้าอยู่
อาศัยของราเอนโดไฟท์น้อยกว่า โอกาสที่จะตรวจพบราเอนโดไฟท์ก็จะมีมากกว่า อายุของใบพืชมีผลต่ออัตราการแยก
เช้ือเช่นเดียวกัน โดยอัตราการแยกราเอนโดไฟท์จะสูงในใบพืชที่มีอายุมากกว่า (Fisher et al., 1995; Taylor et al., 
1999; brown et al., 1998 and Photita, 2000) ทั้งนี้อาจเนื่องจากมีระยะเวลาในการสะสมเช้ือจากสิ่งแวดล้อมได้
มากกว่า (Fröhlich et al., 2000 และ Photita, 2000) นอกจากนี้ยังมีรายงานว่าสภาวะแวดล้อมที่พืชเจริญ เช่น 
ความช้ืน อุณหภูมิ ปริมาณน้ าฝน และแหล่งของจุลินทรีย์รอบต้นพืช จะมีผลต่ออัตราการเข้าอยู่อาศัยในต้นพืชได้
เช่นเดียวกัน (Carroll, 1995 and Photita, 2000)  
  
3.2 การทดสอบฤทธิ์เบื้องต้นในการยับย้ังจุลินทรีย์ก่อโรคด้วยวิธี agar well diffusion 
จากการน าราเอนโดไฟท์ท่ีแยกได้จ านวนทั้งสิ้น 124 ไอโซเลต ไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือ PDB เป็นเวลา  3 สัปดาห์ 
แล้วน าน้ าเลี้ยงเช้ือไปทดสอบฤทธิ์การยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค ด้วยวิธี agar well diffusion พบว่า มีเช้ือราจ านวน 46 
ไอโซเลต (37.1%) ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค ซึ่งแยกเป็นเชื้อราจากเสม็ด เสม็ดขาว หว้า และโทะจ านวน 7, 
17, 18 และ 4 ไอโซเลต ตามล าดับ ซึ่งคิดเป็นร้อยละ 70.0, 34.0, 37.5 และ  25.0 ของเช้ือราที่แยกได้จากพืชแต่
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เมื่อพิจารณาถึงจ านวนชนิดของจุลินทรีย์ก่อโรคที่ถูกยับยั้งด้วยน้ าเลี้ยงราเอนโดไฟท์ พบว่าน้ าเลี้ยงราเอน
โดไฟท์จากเสม็ด เสม็ดขาว  หว้า และโทะ สามารถยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคได้  1-3 ชนิด และน้ าเลี้ยงราเอนโดไฟท์ส่วน
ใหญ่มีฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรีย์ ก่อโรคเพียงชนิดเดียว โดยมีน้ าเลี้ยงจากราเอนโดไฟท์จ านวน 36 ไอโซเลต (78.3%)  
ที่ยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค 1 ชนิด ในขณะที่มี  น้ าเลี้ยงจากราเอนโดไฟท์เพียง 8 (17.4%)  และ  2 (4.3%) ไอโซเลต  
ที่สามารถยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคได้ 2 และ 3 ชนิดตามล าดับ  (ตารางที่ 2) 
 









1 ชนิด 2 ชนิด 3 ชนิด รวม 
เสม็ด 10 6 1 - 7 
เสม็ดขาว 50 12 4 1 17 
หว้า 48 15 2 1 18 
โทะ 16 3 1 - 4 
รวม 124 36 8 2 46 
 
จากการศึกษาครั้งนี้พบว่าเปอร์เซ็นต์ของน้ าเลี้ยงราเอนโดไฟท์จากพืชในตระกูลไมร์ทาซีอี้ ที่มีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งจุลินทรีย์ ก่อโรค มีค่าสูงกว่าราเอนโดไฟท์ที่แยกได้จากพืชในกลุ่ม Garcinia sp. ที่มีเปอร์เซ็นต์ของน้ าเลี้ยงเช้ือที่
มีฤทธิ์ยับยั้งเท่ากับ 18.6 %  (Phongpaichit et al., 2006)  แต่มีค่าต่ ากว่าราเอนโดไฟท์จากต้นจิก มีเปอร์เซ็นต์ของ
น้ าเลี้ยงเช้ือที่มีฤทธิ์ยับยั้งเท่ากับ 46.4 %  (สุมาลีและแน่งน้อย, 2555)  และเนื่องจากน้ าเลี้ยงเช้ือราส่วนใหญ่มีฤทธิ์ยับยั้ง
จุลินทรีย์ก่อโรคได้เพียงชนิดเดียว แสดงว่าเช้ือราเอนโดไฟท์ ที่แยกได้จากพืชตระกูลไมร์ทาซีอี้ในป่าพรุควนเคร็งมีฤทธิ์ใน
การยับยั้งเชื้อแคบ (narrow spectrum) 
เมื่อพิจารณาถึงชนิดของจุลินทรีย์ก่อโรคที่ถูกยับยั้งโดยเช้ือราเอนโดไฟท์  พบว่า น้ าเลี้ยงราเอนโดไฟท์มีฤทธิ์
ในการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก S. aureus ATCC25923 ได้ดี โดยมีเช้ือราเอนโดไฟท์ 46 ไอโซเลต จากเช้ือราที่
น ามาท าการทดสอบทั้งสิ้น 124 ไอโซเลต (37.1%) ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียชนิดนี้ อย่างไรก็ตามพบว่าน้ าเลี้ยงรา
เอนโดไฟท์สามารถยับยั้ง MRSA SK1  แบคทีเรียแกรมลบ (P. aeruginosa ATCC27853 และ E. coli ATCC25922) 
ยีสต์ (C. albicans ATCC90028 และ C. neoforman ATCC90012)  และรา M. gypseum ได้น้อย โดยมีน้ าเลี้ยงรา
เอนโดไฟท์จากราเพียง 1-6  ไอโซเลต (0.8-4.8%) ที่ยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคดังกล่าวได้ ( ตารางที่ 3)  โดยทั่วไปแล้วสาร
ออกฤทธิ์จากธรรมชาติจะออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกได้มากกว่าแบคทีเรียแกรมลบ เนื่องจากส่วนประกอบ
ช้ันนอกของแบคทีเรียแกรมลบจะจ ากัดการแพร่เข้าสู่เซลล์ของสารออกฤทธิ์ ท าให้สารออกฤทธิ์เข้าท าลายเซลล์
แบคทีเรียแกรมลบได้น้อยลง (Denyer et al., 2004 and Bansal et al., 2010) สารธรรมชาติส่วนใหญ่จึงไม่สามารถ
ยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบได้ หรือหากยับยั้งได้ก็มักพบว่าต้องใช้ที่ระดับความเข้มข้นสูง (Anzai et al., 2003; Marinho 
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SA MRSA PA EC CA CN MG 
เสม็ด 10 5 1 0 1 0 0 1 
เสม็ดขาว 50 14 2 1 2 2 0 2 
หว้า 48 13 2 3 0 0 1 3 
โทะ 16 4 0 0 1 0 0 0 
รวม 124 36 5 4 4 2 1 6 
SA = Staphylococus aureus ATCC25923, MRSA = methicillin-resistant Staphylococcus aureus SK1,                                 
PA = Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, EC = Escherichia coli ATCC25922,  
CA = Candida albicans ATCC90028, CN = Cryptococcus neoformans ATCC90012,  
MG = Microsporum gypseum จากผู้ป่วย 
3.3 การทดสอบฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์เบื้องต้นของสารสกัดหยาบที่ระดับความเข้มข้น 200 µg/mL 
ผลการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดหยาบจากเอนโดไฟท์ที่ระดับความเข้มข้น 200 µg/mL ต่อการยับยั้ง
จุลินทรีย์ก่อโรค พบว่าสารสกัดหยาบร้อยละ 89.6 ของสารสกัดทั้งหมดที่ทดสอบ ยังคงมีฤทธ์ิการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค
ที่ทดสอบเช่นเดียวกับน้ าเลี้ยงเช้ือ โดยสารสกัดหยาบทั้ง 3 ชนิดที่ระดับความเข้มข้น 200 µg/mL ยังคงมีฤทธิ์ในการ
ยับยั้งเช้ือแบคทีเรียและยีสต์ได้เช่นเดียวกับน้ าเลี้ยงเช้ือ ส่วนฤทธิ์ในการยับยั้งเช้ือรานั้น พบว่ามีสารสกัดหยาบร้อยละ 
66.6 ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งเช้ือรา M. gypseum  (ตารางที่ 4) โดยสารสกัดหยาบจากเส้นใยราด้วย hexane (CH)              
มีฤทธ์ิในการยับยั้งใกล้เคียงกับสารสกัดจากเส้นใยราด้วย ethyl acetate (CE) และสารสกัดหยาบจากน้ าเลี้ยงเช้ือด้วย 
ethyl acetate (BE) แสดงว่าสารออกฤทธ์ิส่วนใหญ่เป็นสารที่มีขั้วต่ าหรือข้ัวปานกลางที่เช้ือราสร้างแล้วเก็บไว้ในเซลล์ 
หรือเป็นสารที่มีขั้วปานกลางท่ีเชื้อราสร้างแล้วปล่อยออกนอกเซลล์ 
 
ตารางที่ 4 จ านวนสารสกัดที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรยี์ก่อโรคทีร่ะดับความเขม้ข้น 200 g/mL   
สารสกัด 
จ านวนสารสกัดที่มีฤทธิ์ในการยบัยั้งจลุินทรีย์/จ านวนสารสกัดที่น ามาทดสอบ 
(%สารสกัดที่มีฤทธิ์ยบัยั้งจุลินทรยี์ก่อโรค) 






































































3.4 การทดสอบหาค่า MIC และ MBC หรือ MFC 
 เมื่อน าสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์เบื้องต้นที่ระดับความเข้มข้น 200 g/mL  มาทดสอบหาค่าความ
เข้มข้นต่ าสุดของสารที่ยับยั้งเชื้อได้ (MIC) หรือความเข้มข้นต่ าสุดของสารที่ฆ่าเชื้อได้ (MBC หรือ MFC) ผลการทดสอบ
พบว่า สารสกัดที่ใช้ในการทดสอบให้ค่า MIC ต่อเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคที่ทดสอบทั้งหมดอยู่ในช่วงที่สูงกว่าค่า MIC ที่ได้



















ฤทธิ์ดีขึ้น เช่น จากการศึกษาของ Maria et al. (2005) ที่พบว่า สารสกัดหยาบจากเช้ือ Aspergillus sp. 3 และ MS1 
ไม่สามารถยับยั้งเช้ือ Cryptococcus albidus ได้ แต่เมื่อน าสารสกัดหยาบไปท าให้บริสุทธิ์ กลับพบว่าสามารถยับยั้ง
เช้ือดังกล่าวได้ ซึ่งอาจเป็นเพราะในสารสกัดหยาบมีสารออกฤทธิน์้อยหรือมีสารหลายชนิดที่ออกฤทธิ์ต้านกัน เมื่อน ามาท า
ให้บริสุทธ์ิจึงได้สารที่มีความเข้มข้นมากข้ึนและออกฤทธ์ิได้ดีขึ้น   
     
ตารางที่ 5 ค่า MIC ของสารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ในการต้านเช้ือจุลินทรีย์ 
Test Microorganism Antibiotics 
MIC range (µg/mL) 
Antibiotics Crude extracts 
S. aureus  
Vancomycin 
1 128-200 
MRSA SK1 1 200 
P. aeruginosa  
Gentamicin 
4 200 
E. coli  0.5 64-200 
C. albicans  
Amphotericin B 
2 200 
C. neoformans  2 16-200 
M. gypseum Miconazole nitrate 1 200 
 
สารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ต้านจุลินทรีย์ที่ดีที่สุดในการยับยั้งจุลินทรีย์แต่ละชนิดดังนี้ สารสกัด  2RT L1.1 CE 
และ 2MC P1.2 CE  ส าหรับ  S. aureus (128 g/mL) สารสกัดหยาบ BE, CH และ CE ของเช้ือราเอนโดไฟท์ 5         
ไอโซเลต คือ 2MC B1.4, 2ML L1.1,  2SC P1.3, 3ML B1.6 และ 4SC L1.11 ส าหรับ MRSA SK1 (MIC = 200 
g/mL)  สารสกัด 2SC P1.3, 3ML B1.3, 4SC B1.3 และ  4SC B1.5 ส าหรับ P. aeruginosa (MIC = 200 g/mL )  
สารสกัด 2RT L1.1 CE ส าหรับ E. coli  (MIC = 64 g/mL) สารสกัดหยาบ BE, CH และ CE  จากเช้ือรา 2ML P1.1 
และ 3ML P1.3 ส าหรับ C. albicans (MIC = 200 g/mL) สารสกัด 4SC L1.10 BE ส าหรับ C. neoformans  (MIC 
=  16 g/mL) และสารสกัดหยาบ BE, CH และ CE  2MC L1.2, 2SC B1.1, 2SC V1.2  และ 3SC V1.3 ส าหรับ M. 
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ตารางที่ 6 สารสกัดหยาบที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรีย์ดีที่สุด 
จุลินทรีย์ทดสอบ 
สารสกัดหยาบที่มีฤทธิย์ับยั้งดีที่สุด 
สารสกัดหยาบ MIC (µg/mL) 
S. aureus 2RT L1.1 CE   
2MC P1.2 CE 
128 
MRSA  2MC B1.4 BE, CH, CE 
2ML L1.1 BE, CH, CE 
2SC P1.3 BE, CH,CE 
3ML B1.6 BE, CH, CE 
4SC L1.11 BE, CH, CE 
200 
P. aeruginosa 2SC P1.3BE, CH, CE,                            
3ML B1.3BE, CH, CE,                            
4SC B1.3BE, CH, CE ,                       
4SC B1.5BE, CH, CE  
200 
E. coli 2RT L1.1CE 64 
C. albicans 2ML P1.1 BE, CH, CE 
3ML P1.3 BE, CH, CE 
200 
C. neoformans 4SC L1.10 BE  16 
M. gypseum 2MC L1.2 BE, CH, CE 
2SC B1.1 BE, CH, CE 
2SC V1.2 BE, CH, CE 
3SC V1.3 BE, CH, CE 
200 
 สารสกัดหยาบทั้งหมดที่ท าการทดสอบในครั้งนี้ ไม่มีฤทธิ์ฆ่าจุลินทรีย์ทดสอบที่ระดับความเข้มข้น 200 µg/mL 
แสดงว่าสารส่วนใหญ่มีฤทธิ์เพียงยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ที่ระดับความเข้มข้นดังกล่าว อย่างไรก็ตามหากเพิ่ม   
ความเข้มข้นของสารสกัดหยาบที่ใช้ในทดสอบให้มากข้ึน อาจพบว่ามีสารบางชนิดที่สารถฆ่าเชื้อได้ 
3.5 การจ าแนกชนิดของเชื้อราเอนโดไฟท์ท่ีมีฤทธิ์ทางชีวภาพโดยวิธีทางสัณฐานวิทยา  
 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา 19 ไอโซเลต ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรีย์ ก่อโรคแต่ละ
ชนิดที่ดีที่สุด (ตารางที่ 6) พบว่าเป็นเช้ือรา Aspergillus niger  มากที่สุด  จ านวน 6 ไอโซเลต รองลงมาคือ  
Aspergillus sp. และ Penicillium sp.  จ านวนชนิดละ   4 ไอโซเลต และ Trichoderma sp. จ านวน  2 ไอโซเลต และ
เป็นเช้ือรากลุ่มที่ไม่สร้างโครงสร้างที่ใช้ในการสืบพันธุ์ (sterile hypha)  จ านวน 3 ไอโซเลต จากชนิดของราที่จ าแนกได้ 
พบว่า ราเอนโดไฟท์ที่แยกได้จากพืชในตระกูลไมร์ทาซีอี้ในป่าพรุควนเคร็ง เป็นกลุ่มของราเอนโดไฟท์ที่พบได้บ่อยเป็น
กลุ่มที่สร้างสารออกฤทธิ์ได้ดี สอดคล้องกับการรายงานของ Berdy (2005) ที่รายงานว่า ในจ านวนสารออกฤทธิ์ทาง




แยกราเอนโดไฟท์ได้จากพืชทุกชนิดและแยกได้ทั้งหมด 124 ไอโซเลต เมื่อน าน้ าเลี้ยงเช้ือราเอนโดไฟท์อายุ 3 สัปดาห์
ไปทดสอบฤทธิ์เบื้องต้นในการต้านจุลินทรีย์ก่อโรค โดยวิธี  agar  well  diffusion  พบว่ามีรา เอนโดไฟท์ 46 ไอโซเลต 
(37.1%)  ที่สามารถสร้างสารต้านจุลินทรีย์ก่อโรคได้อย่างน้อย 1 ชนิด เมื่อท าการสกัดสารจากน้ าเลี้ยงเช้ือและเส้นใย
ของราเอนโดไฟท์ที่มีฤทธิ์จากการทดสอบเบื้องต้นด้วยตัวท าละลายทางเคมี  และน าไปทดสอบหาค่า MIC ด้วยวิธี 
microdilution broth พบว่า สารสกัดจากราเอนโดไฟท์  156  สาร จากจ านวนทั้งหมด 174 สาร (89.6%) ให้ค่า 
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ATCC27853, C. albican ATCC90028, C. neoformmans ATCC90112  และ M. gypseum เท่ากับ 128, 200, 
200, 64, 200, 16 และ 200 µg/mL  ตามล าดับ และจากการศึกษาในครั้งนี้แสดงว่าราเอนโดไฟท์จากพืชในป่าพรุควน
เคร็ง เป็นแหล่งของสารออกฤทธิ์ทางชีวรูปที่ส าคัญ ควรที่จะแยกสาร วิเคราะห์สูตรโครงสร้าง ตลอดจนท าการตรวจ
วิเคราะห์ฤทธิ์ทางชีวภาพชนิด อื่น ๆ เช่นฤทธิ์ต้านมาลาเรีย ฤทธิ์ต้านเช้ือวัณโรค และฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งชนิดต่าง ๆ ต่อไป 
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